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摘要 :【 目 的] 通过 研究 二 化 蜡 Chilo suppressalis 细胞 色素 P450 酶 活性 特征 及 增 效 栈 (piperonyl 
butoxide , PBO) xf —4U63 4j 3x 7- o 5,3 A Z X -O- IG C X B ( ECOD) 和 凑 酸 酯 酶 (Cark) 活 性 影响 的 
时 间 效 应 ,为 有 效 进行 二 化 蝇 的 防治 及 抗 药 性 治理 提供 基础 的 研究 数据 。【 方 法 ) 采 用 以 7- 乙 氧 基 
香 豆 素 为 底 物 的 荧光 比 色 法 ,测定 了 不 同龄 期 二 化 蜡 ECOD 活性 ,并 研究 了 经 PBO(0.69 pg/ 头 ) 
点 滴 处 理 后 24 h 内 每 隔 1 h —463€ 4 ih x ECOD 及 CarE 活性 的 变化 。【 结果 】 二 化 将 的 ECOD 
活性 从 1 龄 幼虫 至 肾 期 呈现 出 先 升 高 后 降低 的 变化 趋势 ,其 中 ECOD 活性 在 4 龄 幼虫 期 升 至 最 高 
1& 14. 11 +1.01 pmol/mg pro* min , m Æ 56 A FE 2) 3x 448 (1.34 +0.11 pmol/mg pro * min), PBO 
Ab PEE — 4638 4 d 3 ECOD 活性 的 影响 具有 随时 间 而 变化 的 抑制 -诱导 -抑制 的 动态 效应 :在 处 
理 后 4 -9 h, PBO 对 ECOD 活性 具有 抑制 作用 ,其 中 在 处 理 后 6 h 时 的 抑制 作用 最 强 , 抑 制 率 达 到 
2196 ;在 处 理 后 10 - 11 h, PBO 诱导 了 ECOD 活性 升 高 ;在 处 理 后 15 —17 h, 又 表现 为 抑制 作用 。 
PBO A4bz8 —463 10 -12 h 和 18 -20 h XJ] —463& CarE 活性 具有 诱导 作用 ,而 在 14 -17 h 和 
20 -21 h MAHWAH, [4536 ] o 8) 80839 — 41638 4 7 9805 ECOD 活性 存在 一 定 差异 。PBO 
SA AXE] LACE 4 WU x 4 ECOD 和 CarE 活性 具有 时 间 依 赖 的 抑制 或 诱导 效应 。 
xg. —4038; HiAtER; 细胞 色素 PASO BR; T-C UE S XR-O-BG OE BS; 小 酸 酯 酶 
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In vivo effects of piperonyl butoxide on the activities of 7-ethoxycoumarin 
O-deethylase and carboxylesterase in larval Chilo suppressalis ( Lepidoptera: 


Pyralidae ) 

LI Yang, SHI Xue-Yan' , GAO Xi-Wu * ( Department of Entomology, College of Plant Protection, China 
Agricultural University, Beijing 100193, China) 

Abstract: [ Aim] In order to provide data for efficient management of insecticide resistance of Chilo 
suppressalis ( Walker), we measured the cytochrome P450-mediated 7-ethoxycoumarin-O-deethylase 
(ECOD) activity in different instars of larval C. suppressalis, and evaluated the time-dependent in vivo 
effects of piperonyl butoxide ( PBO) treatment on the activities of ECOD and carboxylesterase ( CarE) in 
the 4th instar larvae. [ Methods] By using 7-ethoxycoumarin as the substrate, the ECOD activity in 
different instar larvae and pupae of C. suppressalis was determined by fluorospectrophotometric analysis. 
Variations of ECOD and CarE activities in the 4th instar larvae were examined at each hour within 24 
hours after treatment topically by PBO (0.69 ug/larva). [Results] The ECOD activity in C. suppressalis 
from the 1st instar larval stage to the pupal stage showed a firstly increasing and then decreasing trend. 


The ECOD activity increased to the highest level of 14. 11 +1.01 pmol/mg pro * min in the 4th instar larvae, 
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while decreased to the lowest (1. 34 +0. 11 pmol/mg pro - 


min) in pupae. PBO exhibited time- 


dependent effects on the ECOD activity of the 4th instar larvae. As compared with the untreated control , 


PBO treatment inhibited the ECOD activity during 4 —9 h with a maximal inhibition rate of 2196 at 6 h, 


induced its activity during 10 — 11 h, and then inhibited its activity during 15 —17 h. In addition, PBO 


exposure also affected the CarE activity in the 4th instar larvae, showing inhibition effects during 14 — 17 h 
and 20 -21 h and induction effects during 10 — 12 h and 18 -20 h after treatment. [ Conclusion] The ECOD 


activity varies in different instar larvae and pupae of C. suppressalis. PBO treatment displays time-dependent 


effects of inhibition or induction on the activities of ECOD and CarE in the 4th instar larvae of C. suppressalis. 


Key words: Chilo supperssalis; piperonyl butoxide; cytochrome P450; 7-ethoxycoumarin-O-deethylase 


( ECOD) ; carboxylesterase 
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了 重要 作用 。 近 年 来 国内 外 均 有 人 研究 发 现 PBO 对 
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蛾 科 昆 虫 ,以 幼虫 危害 水 稻 , 是 水 稻 生 产 中 的 主要 害 
虫 之 一 ,广泛 分 布 于 我 国 南北 各 稻 区 (和 鲁 艳 辉 等 ， 
2016) 。 近 年 来 ,耕作 制度 的 变革 、 杂 交 稳 的 大 面积 
种 植 . 气 候 变 化 等 原因 均 导 致 了 二 化 蜡 种 群 数 量 增 
大 ,给 水 称 生 产 造 成 了 严重 损失 ,严重 阻碍 了 水 稻 的 
稳产 和 高 产 ( 注 文 和 张 志 涛 ，2001; & TEES, 
2016) 。 现 阶段 ,使 用 化 学 杀 虫 剂 仍 是 防治 二 化 蜡 
的 主要 手段 。 许 多 研究 报道 ,二 化 晓 对 常用 药剂 已 
产生 了 不 同 程度 的 抗 性 ( 池 仕 运 等 , 2005; He et 
al., 2008; 常 菊 花 和 何 月 平 , 2016) 。 

细胞 色素 P450 酶 系 (cytochrome P450s， 
P450s) 是 昆虫 体内 一 种 重要 的 解毒 酶 系 , 在 昆虫 代 
谢 杀 虫 剂 等 物质 的 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 ,有 研究 
表明 其 活性 的 增强 是 大 多 数 害虫 对 杀 虫 剂 产生 高 水 
平 抗 性 和 交互 抗 性 的 主要 原因 之 一 (Scott，1999 ; 
Liu et al., 2006; 印 星 辉 ,2014)。 在 昆虫 的 不 同 发 
育 阶段 及 不 同 部 位 ,其 P450 的 活性 存在 一 定 差异 ， 
如 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 幼虫 P450 活性 高 于 
成 虫 ,中 肠 PASO 活性 高 于 脂肪 体 ( 邢 立 红 等 ，1999 ; 
EENES, 2002), Wang 等 (2014) 研究 表明 P450s 
参与 了 二 化 蜡 对 外 源 物 质 的 代谢 。 

增 效 醚 ( piperonyl butoxide, PBO) 因 其 具有 抑 
制 昆虫 P450 活性 的 特点 ,长 期 以 来 被 用 作 研究 昆虫 
抗 药 性 机 理 的 理想 工具 (Brattsten and Metcalf, 
1970; Young et al., 2005, 2006 ) ,并 作为 农药 增 效 
剂 用 于 田间 害虫 防治 。Qu 等 (2003 ) 通过 增 效 醚 试 
验 , 发 现 二 化 旦 对 杀 虫 单 和 三 只 磷 的 抗 药性 与 其 
P450 活性 上 升 密切 相关 。He 等 (2014) 通 过 活体 增 
效 实验 发 现 田 间 二 化 旦 种 群 对 毛虫 葵 甲 酰胺 的 抗 性 
与 多 功 氧化 酶 密切 相关 。 凑 酸 酯 酶 (carboxylesterase， 
CarE) 也 是 昆虫 代谢 杀 虫 药剂 的 重要 酶 系 之 一 ,尤其 
在 拟 除 虫 菊 酯 和 有 机 磷 类 等 杀 虫 药剂 的 代谢 中 发 挥 





























































































































昆虫 酯 酶 也 具有 一 定 的 抑制 作用 ( 吴 益 东 等 ，2000 ; 
Young et al., 2005, 2006) 。 

HRT FZE PASO 酶 活性 的 系统 研究 还 鲜 
见报 道 ,PBO 处 理 对 昆虫 的 解毒 代谢 酶 活性 影响 的 
时 间 动 态 研 究 也 较 少 。 本 研究 对 二 化 蜡 不 同龄 期 幼 
虫 及 晴 的 7- 乙 氧 基 香 豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 (7- 
ethoxycoumarin O-deethylase, ECOD) 活性 进行 了 测 
定 及 比较 ,并 研究 了 PBO 处 理 对 二 化 旦 幼虫 体内 
ECOD 和 CarE 活性 的 影响 ,这 对 于 掌握 二 化 蜗 P450 
等 解毒 酶 系 的 特性 及 PBO 对 其 的 影响 具有 一 定 的 
意义 ,人 研究 可 以 为 二 化 坚 的 有 效 防治 以 及 二 化 量 抗 
药性 机 理 研究 ,提供 基础 的 研究 数据 。 























1 材料 与 方法 


1.1 gti mis 

试 虫 卵 块 于 2010 年 6 月 采 自 上 海 市 浦东 区 水 
稻田 ,孵化 后 ,在 室内 用 新 鲜 蔡 白 饲养 多 代 后 供 试 。 
人 饲养 条 件 为 :恒温 养 虫 室 , 温度 28 + 1% ,相对 湿度 
7596 ~90% , 光 周 期 为 16L:8D。 
1.2. 供 试 药剂 及 仪器 
1.2.1 主要 试剂 .98%PBO 为 美国 Chem Service 公 
司 产品 ; AE HI ETE ES ( PMSF, 99. 0% 纯度 ) ， 
NADPH (98% 纯度 ) 、o- 乙 酸 蔡 酯 (a-naphthyl 
acetate ，Q-NA) Simi i ll ( eserine) 、 固 蓝 B 盐 (fast 
blue B salt) 和 和牛 血 清白 蛋白 (bovine serum albumin, 
BSA ) 均 为 Sigma-Aldrich 公司 产品 ;Tris base , — Bi Zi 
JR ( dithiothreitol, DTT) (99% 纯度 ) 为 美国 Promega 
公司 产品 ;7- 乙 氧 基 香 豆 素 (7-ethoxycoumarin ) ,7-¥% 
基 香 豆 素 (7-hydroxycoumarin ) 购 自 Alfa Aesar 公司 ; 
考 马 斯 亮 蓝 G-250 为 Fluka 公司 进口 ,上 海 化 学 试 
剂 公司 分 装 ; 乙 二 胺 四 乙酸 (ethylene diamine 






































11H 李 




















^E 阳 等 : 增 效 醚 对 二 化 蝇 幼 虫 7- 乙 氧 基 香 豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 和 羧 酸 酯 酶 活性 的 影响 1161 





tetraacetic acid, EDTA ) , F — E dE i R2 4 ( sodium 
dodecyl sulfate, SDS), HAR (Gy), — ZR 
(TCA) 甘油 .85% 磷酸 丙酮 KHPO, 及 Na, HPO, 
等 均 为 北京 化 学 试剂 公司 产品 。 
1.2.2 主要 仪器 :Eppendorf Centrifuge 5417C/R 型 
台式 高 速 (冷冻 ) 离 心机 ; 岛 津 UV2550 型 紫外 分 光 
光度 计 (Shimadu 公司 ) ,LS-55 荧光 分 光 光 度 计 
( Perkin Elmer 公司 ) ;SPH-100B 型 摇 床 (上 海 世 平 
实验 设备 有 限 公 司 ) ;水 浴 锅 为 上 海 科 技 器 材 有 限 
公司 产品 。 
1.3 试 虫 处 理 
1.3.1. 不 同龄 期 试 虫 收集 :参考 陈 长 琨 等 (2000 ) 方法 
将 二 化 蝇 幼 虫 分 为 1 -6 龄 及 老 熟 幼虫 。 将 各 个 龄 期 
二 化 蜡 幼 虫 和 晴 随 机 取 10 头 测量 体 长 ,体重 , 设 3 组 重 
复 。 同 时 选取 10 ~ 20 头 不 等 数量 的 发 育 一 致 的 各 龄 
期 二 化 蜡 幼 虫 和 晴 , 饥 饿 处 理 3 h 后 ,用 蒸馏 水 漂洗 虫 
体 , 液 氮 冷 却 后 置 于 -80%C 冰箱 中 ,用 于 测定 ECOD 
活性 。 每 个 龄 期 的 二 化 晤 幼虫 及 晴 均 设 3 个 重复 。 
1.3.2 PBO 处 理 : 挑 取 发 育 一 致 的 二 化 晓 4 龄 幼虫 
放 于 培养 严 中 ,用 微量 点 滴 器 (0. 23 pL/ 滴 ) ,剂量 
的 确定 参考 Young 等 (2005 ) m% F% (2001) ,将 
88.63 mmol/L 的 PBO 丙酮 涂 液 点 滴 于 幼虫 胸部 背 
板 ,以 丙酮 作为 对 照 。 处 理 完 , 放 人 足够 的 饲料 , 置 
于 温室 中 培养 。 点 滴 后 24 h 内 ,每 隔 1 h 收集 试 虫 ， 
用 蒸馏 水 清洗 并 除去 体 表 水 分 , 液 氮 冷却 后 放 入 
-80'C 冰箱 备用 。 每 个 处 理 均 设 3 组 重复 ,每 个 重 
复 收集 10 头 试 虫 。 
1.4 粗 酶 液 制备 

取 二 化 钳 幼虫 放 和 人 冰 浴 冷却 的 玻璃 匀 浆 器 中 ， 
按 50 mg 虫 重 /mL 缓冲 液 的 比例 加 入 预 冷 的 0.1 
mol/L 的 pH 7. 5 磷酸 缓冲 液 ( 含 15% 甘油 , 1.0 
mmol/L EDTA, 0. 1 mmol/L DTT, 1. 0 mmol/L 
PMSF) , 冰 浴 条 件 下 充分 匀 浆 。 将 匀 浆 液 于 4%C 






































225 r/min 的 摇 床 中 反应 10 min 后 迅速 取出 并 置 于 
冰 上 ,加 入 300 pL 15% 的 TCA 终止 反应 。 在 对 照 
管 中 补 加 酶 液 。 反 应 完毕 后 ,将 反应 混合 液 于 4C 
10 800 r/min 下 离心 1 min, 取 上 清 并 加 入 450 pL 
1.6 mol/L pH 10.5 的 Gly-NaOH 溶液 ,震荡 混 匀 后 ， 
在 激发 波长 为 380 nm 发 射 波 长 为 450 nm 下 测定 
产物 的 欧 光 值 。 每 个 处 理 重 复 3 次 ,每 个 重复 进行 
3 次 测定 。 将 所 测定 的 痰 光 值 ,使 用 7- 拳 基 香 豆 素 
标准 曲线 换算 为 酶 反应 生成 的 7- 羟基 香 豆 素 的 量 。 
再 结合 所 使 用 的 酶 蛋白 含量 和 酶 反应 时 间 , 计 算出 
ECOD 活性 ,单位 为 pmol/mg pro * min; 
1.5.2 CarE 活性 测定 :参照 Zhang 55 (2007) 的 方 
法 ,在 试管 中 依次 加 入 1.8 mL 含有 3 x 10 mol/L 
co 乙酸 蔡 酯 和 毒 扁豆 碱 的 磷酸 缓冲 液 (0. 04 mol/L, 
pH 7.0) 和 0.5 mL 酶 液 。30% 下 反应 15 min 后 ,加 
Aq B 缓冲 液 (1% 固 蓝 B £5: 590 SDS, 2:5, v/v) 
2X |E c JW Jf E E ,对 照 补 加 酶 液 , 静 置 min 后 ,在 
600 nm 下 测定 吸光 值 。 每 个 处 理 重 复 3 次 ,每 个 重 
复 进行 3 次 测定 。 将 所 测定 的 吸光 值 , 用 a- 蔡 酚 的 
标准 曲线 换算 为 酶 代谢 反应 生成 的 w- 蔡 酚 的 量 。 
再 结合 所 使 用 的 酶 蛋白 含量 和 酶 反应 时 间 , 计 算出 
CarE 的 比 活力 ,单位 为 mmol/mg pro * min, 
1.6 7- 羟 基 香 豆 素 标准 曲线 的 测定 

将 7- 羟 基 香 豆 素 配 成 1x10-'molL 的 贮备 液 ， 
然后 用 1.6 mol/L pH 10.5 的 Gly-NaOH 液 将 贮备 
液 稀 释 成 6 ~7 个 浓度 梯度 ,以 Gly-NaOH 作为 对 
照 ,在 激发 波长 为 380 nm ,发 射 波长 为 450 nm 下 测 
定 产 物 的 奕 光 值 。 每 个 浓度 设 3 个 重复 ,每 个 重复 
测定 3 次 。 以 奖 光 值 的 平均 值 为 横 坐 标 , 以 7- 羟基 
ELR YKE (nmol/L) 为 纵 坐 标 ,制作 7- 羟基 香 豆 
素 标 准 曲线 。 
1.7 蛋白 含量 测定 

参照 Bradford (1976) 考 马 斯 亮 蓝 G-250 方法 测 













































































10 800 r/min 下 离心 15 min ,收集 上 清 液 用 脱脂 机 
过 滤 后 得 到 酶 液 ,用 于 ECOD 活性 的 测定 。 为 了 进 
行 CarE 活性 的 测定 ,在 粗 酶 液 的 制备 中 ,使 用 pH 
7.0 的 0.1 mol/L 的 磷酸 缓冲 液 进 行 匀 浆 ,其余 操 作 
与 ECOD 活性 测定 用 的 酶 液 制备 过 程 相同 。 

1.5 酶 活性 测定 

1.5.1 ECOD 活性 测定 :参考 Lee 和 Scott(1989 ) 的 
方法 并 加 以 改进 。 总 反应 体系 为 935 pL: 0.1 mol/ 
L pH 7.0 的 磷酸 盐 缓 冲 液 650 uL, 25 pL 10 mmol/ 
L 的 7- 乙 氧 基 香 豆 素 和 10 pL 12 mmol/L NADPH, 
在 反应 体系 中 加 入 250 uL 酶 制备 液 启动 反应 ,35%C 








定 蛋白 含量 。 采 用 3 mL 的 反应 体系 : 0.5 mL 酶 制 
备 液 及 2.5 mL 考 马 斯 亮 兰 GC-230。 室 温 反应 5 min 
后 ,测定 595 nm 下 的 吸光 值 。 以 牛 血 清白 蛋白 作 标 
准 曲 线 ,计算 酶 制备 液 中 蛋白 质 含量 。 
1.8 数据 统计 

将 实验 所 得 的 数据 ,用 SPSS11.5 软件 进行 统计 
分 析 。 对 不 同龄 期 二 化 蜡 幼 虫 和 晴 的 ECOD 活性 的 
差异 显著 性 ,采用 ANOVA 的 LSD 方法 进行 分 析 ; 对 
PBO 处 理 前 后 二 化 旦 的 ECOD 和 CarE 活性 的 差异 
显著 性 ,采用 检验 进行 分 析 ; 以 已 <0. 05 作为 差异 
显著 性 标准 。 


























1162 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 59 35 
(X 1). MAK 1 B9 25 Re np LUE d, — e RS 

2 结果 ECOD 活性 呈现 出 随 着 二 化 坚 的 生长 发 育 而 先 升 高 
后 降低 的 变化 趋势 。EOCD 活性 从 1 龄 幼虫 期 开 

2.1 不 同龄 期 二 化 蜡 幼 虫 和 晴 的 体 长 .体重 及 始 , 经 2 龄 和 3 龄 幼虫 期 而 逐渐 升 高 ,在 4 龄 幼虫 期 


ECOD 活性 

不 同龄 期 二 化 晓 幼 虫 和 晴 的 体 长 .体重 及 
ECOD 活性 的 测定 结果 见 表 1。 从 二 化 蝶 各 发 育 阶 
段 的 体 长 和 体重 可 以 看 出 ,二 化 螟 在 4 龄 幼虫 期 后 
生长 发 育 逐 渐 加 快 ,并 在 老 熟 幼虫 期 达到 最 大 值 














达到 最 高 值 14. 11 pmol/mg pro * min, Æ 5 和 6 龄 幼 
虫 期 继续 保持 了 较 高 的 ECOD 活性 后 ,开始 逐渐 降 
低 ,ECOD 在 老 熟 幼虫 期 降 至 与 1 龄 幼虫 期 相同 水 
平 ,并 在 晴 期 降 到 最 低 值 1.34 pmol/mg pro - 


n 











mino 


表 1 不 同龄 期 二 化 蜡 幼 虫 和 晴 的 体 长 .体重 及 7- 乙 氧 基 香 豆 素 -O- 脱 乙 基 酶 活性 
Table 1 The body length and body weight, and the specific activity of ECOD in different instar 


larvae and pupae of Chilo supperssalis 
































RENE IKK Cmm) 体重 (me) TZARE OJEZ AENA pmol/mg pro ` min) 
Developmental stage Body length Body weight Specific activity of ECOD 
1 龄 幼虫 1st instar larva 1.13 +0.18 2.27 +0.03 6.29 +0.88 cd 
2 龄 幼虫 2nd instar larva 1.37 +0.07 6.43 +0.09 9.58 +0.95 be 
3 龄 幼虫 3rd instar larva 10.70 +0.10 9.43 +0.07 10.94 +0.59 b 
4 龄 幼虫 4th instar larva 14.05 +1.53 20. 63 +0.43 14.11 £1.01 a 
5 jit] 1. 5th instar larva 16.67 +2.20 42.33 +3.18 12.58 x 1.43 ab 
6 龄 幼虫 6th instar larva 19.72 +0.79 71.03 x0.92 12.54 x0.41 ab 
老 熟 幼虫 Mature larva 22.17 x4.64 94.10 x3. 23 6.89 x0.35 c 
肾 Pupa 11.50 +2.32 44.60 +2.93 1.34 x0.11 e 
表 中 数据 为 平均 值 + E28 s AAPA Fi] ] ET FERRA AR A Br Be — H6 n] 7- 乙 氧 基 香 豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 活性 差异 显著 (P «0.05, LSD 


法 ) Data are means + SD. Different lowercase letters following the data in the same column represent significant difference among the specific activities 


of ECOD in C. supperssalis at different developmental stages ( P «0.05, LSD method). 


2.2 PBO 处 理 后 24 h 内 二 化 晶 4 龄 幼虫 ECOD 活性 
从 图 1 可 以 看 出 ,与 未 处 理 对 照相 比 ,PBO 处 理 

















响 还 具有 时 间 效 应 。 随 着 处 理 后 时 间 的 延长 ,PBO 
对 二 化 蜡 ECOD 活性 产生 了 先 抑制 -再 诱导 -又 抑制 








x] ZALI ECOD 活性 产生 了 一 定 影响 ,并 且 这 种 影 ” 的 动态 影响 作用 。 在 处 理 后 4-9 h, ZAE ECOD 活 
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Fig. 1 

















Time after treatment 


PBO 处 理 后 24 h 内 二 化 蜡 4 龄 幼虫 7- 乙 氧 基 香 豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 活性 


























The specific activity of ECOD in the 4th instar larvae of Chilo supperssalis within 24 h after PBO treatment 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ; 柱 上 星 号 表示 处 理 组 与 未 处 理 组 7- 乙 氧 基 香 豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 活性 具有 显著 差异 (1 检测 ,P <0.05)。Data are 








means + SD. The asterisk above the bar indicates significant difference in the specific activity of ECOD between the treatment group and the untreated 


control (CK) (t-test, P «0.05). 




















阳 等 : 增 效 醚 对 二 化 旦 幼虫 7- 乙 氧 基 香 豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 和 羧 酸 酯 酶 活性 的 影响 
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图 2 PBO 处 理 后 24 h AZALIR 4 龄 幼虫 的 羧 酸 酯 酶 活性 





Fig. 2 The specific activity of CarE in the 4th instar larvae of Chilo supperssalis within 24 h after PBO treatment 











P «0.05). 
性 受到 了 PBO 的 抑制 ,其 中 在 6 h 的 抑制 率 达 到 
2196 ;在 处 理 后 10 -11 h, 处 理 组 ECOD 活性 高 于 对 
照 组 ,PBO 诱导 了 二 化 螟 的 PASO 活性 ;处 理 后 15 - 
17 h, PBO 又 对 ECOD 活性 产生 了 抑制 作用 。 

从 图 2 可 以 看 出 ,PBO 处 理 也 对 二 化 量 CarE 活 
性 产生 了 影响 ,与 PBO 对 二 化 蜡 ECOD 活性 的 影响 
相 比 ,PBO 对 CarE 活性 的 影响 出 现 的 较为 滞后 。 在 
处 理 后 10 -22 h, PBO 对 二 化 蜡 的 CarE 活性 产生 了 
诱导 -抑制 -诱导 的 动态 影响 作用 ,其 中 在 处 理 后 10 - 
12 h 和 18 -20 h 时 间 段 表现 为 诱导 作用 ,在 14 - 
17 h 和 21 -22 h 时 间 段 产生 了 一 定 的 抑制 作用 。 

















3 讨论 


昆虫 耐 药性 与 其 生长 发 育 阶 段 密 切 相 关 。 同 一 
昆虫 处 于 不 同龄 期 对 杀 虫 药剂 的 敏感 性 存在 差异 ， 
这 与 不 同龄 期 昆虫 中 靶 标 酶 和 解毒 酶 的 活性 不 同 有 
关 , 而 且 , 昆 虫 抗 药性 的 形成 和 发 展 也 与 不 同龄 期 昆 
虫 的 贰 标 酶 和 解毒 酶 的 活性 变化 密切 相关 。 
Campanhola 和 Plapp (1989 ) 通过 对 烟 芽 夜 蛾 抗 氮气 
菊 酯 品系 的 研究 发 现 , 在 这 一 品系 中 同时 存在 靶 标 
抗 药性 和 代谢 抗 药性 ,其 中 在 1 龄 幼虫 和 成 虫 中 , 靶 
标 抗 性 更 为 重要 ,而 在 3 龄 幼虫 中 ,代谢 抗 性 发 挥 的 
作用 更 大 。 吴 青 君 等 (2002 ) 研究 发 现 , 谷 胱 甘 肽 S- 
转移 酶 (GSTs ) 在 小 菜 蛾 低龄 幼虫 的 抗 性 中 发 挥 了 
主要 作用 , 随 着 龄 期 增加 ,CarE 则 发 挥 了 主导 作用 。 
























































和 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ; 柱 上 星 号 表示 处 理 组 与 未 处 理 组 法 酸 酯 酶 活性 具有 显著 差异 (1- 检 测 , P <0.05)。Data are means + SD. The 


asterisk above the bar indicates significant difference in the specific activity of CarE between the treatment group and the untreated control (CK) (t-test, 


可 见 ,昆虫 耐 药 性 及 抗 药 性 发 展 与 其 生长 发 育 阶段 
密切 相关 。 细 胞 色素 P450 酶 系 是 昆虫 体内 重要 的 
解毒 酶 系 ,在 昆虫 抗 药性 形成 中 发 挥 了 重要 作用 ， 
此 本 研究 对 二 化 坚 1 龄 幼虫 至 晴 等 各 发 育 期 的 
ECOD 活性 进行 了 测定 及 比较 。 结 果 显 示 , 二 化 蜡 
ECOD 活性 在 幼虫 期 高 于 晴 期 ,其 中 在 4 -6 龄 幼虫 
期 最 高 。 此 结果 与 邱 星 辉 等 (2002 ) 对 棉铃 虫 中 
P450 活性 的 研究 结果 类 似 。 在 棉铃 虫 不 同 发 育 期 
中 P450 活性 依次 为 幼虫 中 肠 > 幼虫 脂肪 体 > i» 
成 虫 然而 有 研究 测定 了 烟 芽 夜 蛾 Heliothis 
virescens 的 P450 活性 ,发 现在 同一 种 群 中 ,P450 活 
性 在 成 虫 中 大 于 幼虫 ,在 不 同 种 群 间 , 成 虫 P450 f 
系 活 性 相似 , 而 在 幼虫 期 则 差异 较 大 (Kirby et al., 
1994) 。 可 见 ,昆虫 P450 活性 不 仅 与 昆虫 的 发 育 期 
密切 相关 ,也 与 昆虫 的 种 类 和 种 群 具 有 一 定 的 关系 。 

PBO 作为 P450 酶 的 抑制 剂 ,已 被 广泛 用 作 有 
效 的 杀 虫 剂 增 效 剂 ,但 关于 PBO 对 昆虫 解毒 酶 影响 
的 时 间 效 应 研究 还 相对 较 少 。 本 研究 中 考察 了 
PBO APZE — (L9 4 龄 幼虫 后 24 h 内 ,对 二 化 量 4 龄 
幼虫 ECOD 活性 影响 的 时 间 效 应 。 发 现 , 在 处 理 后 
的 24 h 内 ,PBO 对 二 化 蝶 ECOD 活性 的 影响 表现 了 
抑制 -诱导 -抑制 的 时 间 效 应 。 在 处 理 后 4 -9 h, PBO 
对 二 化 蜡 ECOD 活性 产生 了 抑制 ,其 中 在 处 理 后 第 
6 h Hf, PBO X} ECOD 活性 的 抑制 率 达 到 21% 。 在 
处 理 后 10 -11 h, PBO 诱导 了 二 化 旦 的 ECOD 活性 ， 
而 在 处 理 后 15 - 17 h, PBO 又 对 ECOD 活性 产生 了 
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抑制 作用 。 此 结果 与 Kinsler $ (1990) 的 研究 结果 
类 似 。Kinsler 等 (1990 ) 研究 发 现 PBO 对 小 鼠 P450 
表现 出 了 双向 影响 的 作用 ,PBO 处 理 小 鼠 后 ,在 最 
初 的 2 内 ,对 肝 微 粒 体 部 位 的 P450 活性 表现 出 了 
抑制 作用 ,随后 又 由 于 某 些 P450 同 工 酶 被 诱导 而 导 
致 了 P450 活性 的 增加 。 

PBO 对 二 化 蜡 ECOD 活性 影响 的 时 间 效 应 ,不 
仅 与 PBO 对 昆虫 中 多 种 不 同 PASO. 同 工 酶 具有 不 同 
的 影响 有 关 , 还 应 与 昆虫 对 PBO 具有 一 定 的 代谢 能 
力 有 关 。 昆 虫 对 PBO 的 代谢 会 导致 昆虫 中 PBO TK 
度 随 着 代谢 时 间 而 变化 ,从 而 导致 昆虫 中 PBO 对 
P450 酶 的 影响 具有 随 着 时 间 而 变化 的 时 间 效 应 。 
掌握 PBO 在 昆虫 中 的 代谢 规律 与 其 对 昆虫 P450s 
酶 活性 影响 的 关系 ,对 于 明确 PBO 的 增 效 机 制 以 及 
合理 使 用 PBO, 均 十 分 重要 ,这 还 有 待 于 进一步 
人 研究。 

PBO 处 理 不 仅 会 对 昆虫 的 细胞 色素 PASO. 酶 系 
产生 影响 ,还 会 对 昆虫 中 其 他 解毒 酶 系 产 生 一 定 的 
影响 。 许 雄 山 等 (1999 ) 研究 发 现 ,PBO ARTES TS HS 
3 龄 幼虫 1 h 后 不 仅 抑制 了 其 多 功能 氧化 酶 的 活性 ， 
还 对 AChE 和 CarE 活性 也 产生 了 一 定 的 抑制 作用 ， 
而 对 GSTs 活性 无 抑制 。Young 等 (2005，2006 ) 报 
道 ,PBO 对 棉铃 由 和 烟 粉 乱 Bemisia tabaci 体内 与 区 
酯 抗 性 相关 的 酯 酶 活性 具有 一 定 的 抑制 作用 ,其 中 ， 
在 处 理 后 10 h 达到 最 大 抑制 率 , 而 且 PBO 在 体外 对 
酯 酶 活性 的 抑制 率 随 PBO 浓度 升 高 而 升 高 ;同时 ， 
田间 试验 表明 在 喷洒 杀 虫 剂 5 h 前 使 用 PBO 可 达到 
最 大 的 增 效 效果 。Willoughby 55 (2007) 报道 PBO 
ARES Sd Drosophila melanogaster 4 h 后 诱导 了 
12 个 P450 基因 和 5 个 GSTs 基因 的 表达 , 而 酯 酶 基 
因 的 变化 不 大 。 本 文 研究 了 PBO 处 理 后 24 h 内 二 
[EIE CarE 的 活性 变化 , 发 现 : 与 PBO Xf — (b gg 
ECOD 活性 的 影响 相 比 ,PBO XJ AEI CarE 活性 的 
影响 相对 滞后 。 在 处 理 后 10 -22 h, PBO 对 二 化 蜡 
的 CarE 活性 主要 表现 出 诱导 -抑制 -诱导 的 影响 。 
其 中 ,在 PBO 处 理 后 10 212 h 和 18 -20h 时 间 段 
表现 为 诱导 作用 ,而 在 14 -17h 和 20 -21h 时 间 段 
产生 了 一 定 的 抑制 作用 。 

可 见 ,PBO 处 理 对 二 化 蜡 幼 虫 的 ECOD 和 CarE 
的 活性 均 产 生 了 一 定 的 影响 ,但 具有 不 同 的 时 间 效 
应 ,这 应 与 PBO 主要 是 P450 酶 的 抑制 剂 ,因而 PBO 
对 P450 酶 活性 与 CarE 活性 会 产生 不 同 的 影响 有 
关 , 还 应 与 PASO 酶 和 CarE 是 昆虫 中 两 种 不 同 功 能 
的 解毒 酶 有 关 。 因 此 ,在 PBO 处 理 产 生 的 胁迫 下 ， 



















































































ZABI ECOD 和 CarE 产生 的 变化 有 所 不 同 。 

综 上 ,PBO 处 理 对 二 化 蜡 的 ECOD 和 CarE 活性 
均 产 生 了 一 定 的 影响 ,并且 这 种 影响 还 具有 一 定 的 
时 间 效 应 。 其 中 PBO 对 ECOD 活性 的 影响 较 大 , E 
要 是 抑制 作用 ,PBO 处 理 对 二 化 螟 中 CarE 活性 的 影 
响 较 小 ,并且 出 现 较 迟 ,因此 ,PBO 对 杀 虫 剂 的 昆虫 
毒性 的 增 效 机 制 除了 与 其 对 昆虫 P450 酶 的 影响 有 
关 , 也 与 其 对 CarE 等 酶 系 的 影响 有 关 。 本 研究 仅 从 
时 间 效 应 方面 考察 了 PBO 处 理 后 24 h 内 对 二 化 量 
主要 解毒 酶 活性 的 影响 ,有 关 PBO 对 二 化 旦 细胞 色 
素 P450 和 CarE 活性 影响 的 剂量 效应 以 及 昆虫 对 
PBO 的 代谢 规律 及 其 与 PBO 增 效 作用 的 关系 等 ,还 
有 待 进一步 深入 研究 。 
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